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RESUMEN

Se realiz6 un estudio durante el 2011, con vistas a evaluar los niveles de actividad
enzimatica y metales pesados bioacumulados en cerebro e higado de la especie
Gambusia punctata, que habita en los ecosistemas San Juan y Filé de Santiago de
Cuba, para lo cual se seleccionaron 3 estaciones, correspondientes a la parte alta,
media y baja de ambos sistemas. Se escogieron ejemplares que midieron
biométricamente de 2,1-3,0 cm de longitud total. Se determiné la enzima
acetilcolinesterasa en el cerebro y la glutation-S-transferasa y catalasa,
respectivamente, en el higado. En ambos érganos se analizaron concentraciones de
cobre, cinc, plomo y cadmio, tratados por via hiumeda y cuantificados por
espectroscopia de plasma inductivamente acoplado con vista axial. En la especie del
San Juan, los niveles enzimaticos variaron entre las estaciones, siendo mayores y
estadisticamente diferentes para las hembras (p<0,05); sin embargo, en la del Filé,
fueron similares entre las partes y sexos. En cuanto a los metales, no se detectaron
concentraciones en el cerebro, ni plomo ni cadmio en el higado. Las concentraciones
de cobre y cinc fueron mayores en la parte baja y menores en la alta, de manera que
hubo diferencias con respecto a la especie del Filé. Se concluyd que las enzimas
variaron desde una estacion ambientalmente diferente a otra y que los metales cobre
y cinc, a pesar de ser esenciales, representan un riesgo ecotoxicolégico en la especie
del San Juan, debido a sus elevadas capacidades bioacumulativas.

Palabras claves: determinacion enzimética, acetilcolinesterasa, glutation-S-
transferasa, catalasa, metal pesado, Gambusia punctata.

ABSTRACT

A study during 2011 was carried out in order to evaluate the levels of enzymatic
activity and heavy metals bioaccumulated in brain and liver of the species Gambusia
punctata, inhabiting San Juan and Filé ecosystems in Santiago de Cuba. For this
purpose 3 stations were selected, corresponding to the upper, middle and lower parts
of both systems. Specimens biometrically measuring 2.1-3.0 cm in total length were
chosen. Acetylcholinesterase enzyme in the brain and glutathione-S-transferase and
catalase in the liver were determined, respectively. Copper, zinc, lead and cadmium
concentrations were analyzed in both organs, wet processed and quantified by axial
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view inductively coupled plasma spectroscopy. In San Juan species the enzymatic
levels varied between the stations, being higher and statistically different for females
(p <0.05), but in that from Filé they were similar between the parts and genders.
Regarding metals, concentrations were not detected in brain, neither lead nor cadmium
in the liver. Copper and zinc concentrations were higher in the lower part and lower in
the upper one, so that there were differences regarding the Filé species. It was
concluded that the enzymes varied from an environmentally different station to
another and copper and zinc metals, in spite of being essential, pose an
ecotoxicological risk in the San Juan species, due to their high bioaccumulative
capabilities.

Key words: enzymatic determination, acetylcholinesterase, glutathione-S-transferase,
catalase, heavy metal, Gambusia punctata.

INTRODUCCION

El uso y desarrollo de biomarcadores ha cobrado un interés creciente, con el objetivo
de evaluar el riesgo de una sustancia o mezcla quimica potencialmente téxica, ya que
estos constituyen valiosos parametros o indicadores de la presencia de sustancias
exdgenas o cambios biol6gicos como respuestas a distintos xenobiéticos.! En la
actualidad es una responsabilidad urgente aplicar metodologias alternativas para medir
y evaluar la calidad quimica del medioambiente.?

Se plantea que en el campo de la ecotoxicologia, los cambios biolégicos que ocurren en
organismos, poblaciones o comunidades serviran como sefiales de la posible alteracion
que estd sufriendo un ecosistema, debido a las actividades de origen antropogénico.
Asi, cada nivel de respuesta biolégica, representa una expresion integrada de los
niveles de contaminacién en un area especifica y de esta manera, sirve como indicador
del riesgo toxicolégico a que una poblacién natural esta siendo expuesta.®

En los ecosistemas acuaticos, los peces han sido uno de los primeros en ser utilizados
tanto en los protocolos de evaluacibn como especies centinelas, ya que la caracteristica
mas importante radica en que estan en la cumbre de la cadena tréfica y pueden
afectar la salud humana, lo cual aumenta su importancia en los estudios ambientales.*

En el caso de la Gambusia punctata, es una especie de la familia Poeciliidae que habita
de forma natural en los rios cubanos, donde ademdés de su control bioldgico larval, ha
indicado la exposicion ambiental de elementos téxicos como son los metales pesados
en las aguas.® En general, entre los cambios que ocurren en los peces se encuentran
los bioquimicos, como las actividades enziméticas y la bioacumulacion de metales en
los tejidos.®’

El objetivo del presente trabajo fue evaluar niveles de actividad enzimatica y metales
pesados bioacumulados en cerebro e higado de la especie Gambusia punctata que
habita en los ecosistemas San Juan y Filé, ambos en la localidad de Santiago de Cuba.
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METODOS

El muestreo se realizé trimestralmente durante el 2011. Fueron seleccionadas
Unicamente 3 estaciones de muestreo pertenecientes a las partes alta, media y baja
tanto del ecosistema San Juan como Filé, este ultimo utilizado como referencia
ambiental.’

Las estaciones en San Juan se consideraron criticas segun la exposicion al nUmero de
fuentes y la limnologia del sistema.

Se muestrearon ejemplares adultos (diferenciacion sexual) mediante un jamo
profesional (60 x 50 x 45 cm) con luz de malla 0,5 cm. Dichos ejemplares fueron
tranquilizados una vez depositados en placas de cristal con hielo para la determinacién
de biomarcadores. Se analizaron hembras y machos que biométricamente
correspondieron al intervalo de clase 2,1-3,0 cm, segun la longitud total.

Determinaciéon de biomarcadores

Como biomarcadores de efecto se determinaron las actividades de las enzimas
acetilcolinesterasa (AChE) en cerebro, asi como la glutation-S-transferasa y la catalasa
en higado. Como biomarcadores de exposicion se establecieron las concentraciones
bioacumuladas de cobre (Cu), cinc (Zn), plomo (Pb) y cadmio (Cd) en ambos érganos
dianas, respectivamente.

Teniendo en cuenta el tamafio pequefio de los érganos estos fueron tratados
individualmente en forma de pool, lo cual garantizé las determinaciones.

¢ Analisis actividad acetilcolinesterasa

Las muestras fueron homogeneizadas en tampdn Tris-HCI 0,1 M, Triton 0,1%, pH 8 en
la proporciéon de 1mL por 0,5 g de tejido y centrifugado a 1000 rpm, durante 12
minutos. ®

Para la actividad de la AChE cerebral se utiliz6 como substrato, acetiltiocolina yodada y
la deteccion de la liberacién de tiocolina por reacciéon con 5,5-dithiobis (&cido 2-
nitrobenzoico). Después de 5 minutos fue registrada la actividad mediante un
espectrofotometro (Perkin-Elmer UV/VIS) a 410 nm. La actividad se expresé como
pmol/minuto/mg de tejido y se realizaron todos los analisis por duplicado.

¢ Andlisis glutation-S-transferasa y catalasa

Las muestras de higado fueron homogeneizadas en 10 voliumenes de solucién buffer
0,1 M de fosfato-K y centrifugados a 14 000 rpm, durante 20 minutos a 4 °C, para
obtener un sobrenadante de glutation-S-transferasa (GST) y catalasa.

Para determinar la GST se usé como substrato 1-chloro-2,4-dinitrobenzeno. ° La
absorbancia fue registrada a 340 nm.

Para la actividad de la catalasa se estimd la proporcién consumida de los niveles de
peréxido de hidrogeno.'® La absorbancia fue determinada a 240 nm vy la actividad de la
enzima se expres6 en pmol /minuto/mg proteina de higado. La concentracion de la
proteina fue medida en el sobrenadante.*!
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¢ Metales pesados

Una vez extraidos ambos 6rganos fueron colocados en una estufa a 70 °C, durante 48
horas, para su secado total.

Luego se procedid a pesar 2,0 g de cada 6rgano, triturados y homogeneizados con
mortero de agata.

Para la digestion se pesaron 0,50 g y colocados en un beaker de 50 mL. Se les
adicion6 5 mL de una mezcla de &cidos: HCIO, - H,SO4 (7:1) y 15 mL de HNO3
concentrado.

Fueron calentados en una plancha de calentamiento a 80 °C, hasta la evaporacién total
de la mezcla de acidos. Se afiadié nuevamente 5 mL de HNO3 concentrado y se calent6
nuevamente hasta la aparicién de sales himedas. Se trasvaso6 cuantitativamente a un
volumétrico de 25 mL con la ayuda de una disolucién de 0,7 M de &cido nitrico.

Para la cuantificacién de los metales Cu, Zn, Pb y Cd se prepararon las concentraciones
de la curva de calibracion, para lo cual se utilizaron 2 patrones de referencias
certificados internacionalmente, ambos de peces no expuestos a contaminacion con
metales pesados: certified values of standard reference material DOLT-3 Dogfish Liver
(ng/g dry wt) y musculo DORM-2 (dogfish muscle, certificated referente material for
trace metals and elemental species). Finalmente, se cuantificaron mediante
espectroscopia de emisiéon Optica con plasma inductivamente acoplado de vista axial
(ICP-AES).

Los datos fueron procesados en el programa estadistico Statgraphis, version 5.1 y se
utilizé el analisis de varianza ANOVA, para lo cual se seleccioné la prueba de
comparacion multiple de medias LSD (minima diferencia significativa, del inglés least
significant difference). Las diferencias fueron significativas si p<0,05.

Los resultados obtenidos de los metales se evaluaron mediante la norma cubana:
NC. 38-02-06:1984). Sistemas de normas sanitarias para alimentos. Contaminantes
metalicos y otros elementos en alimentos.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestra la actividad promedio de la enzima AChE, donde los niveles
medidos fueron de forma ascendente entre las estaciones (baja>media>alta), siendo
mayores para las hembras, para diferencias significativas (p<0,05). Sin embargo, en la
especie del Filé dichos niveles resultaron similares, pero no se encontraron diferencias
significativas entre estaciones y sexos; también se aprecian los niveles de
concentracion de la enzima GST, con diferencias significativas entre las especies y
valores mas altos para San Juan.

Asimismo, los niveles medidos aumentaron desde la parte alta hacia la baja, muy
diferente a lo determinado en la especie del ecosistema Filé. Para la enzima catalasa,
los niveles determinados fueron similares entre las estaciones y ecosistemas a la
enzima GST.
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Tabla 1. Actividad enzimatica en cada sexo por ecosistema y estacion
(acetilcolinesterasa en U/L, glutation-S-transferasa y catalasa en
pmol/minuto/mg proteina).

San Juan Filé
Sexo Enzimas Alta Media Baja Alta Media Baja
Hembra | gcetilcolinesterasa 489,47 | 578,33 | 633,13 | 452.43 | 454,23 | 455,57
Macho 441,16 | 545,56 | 508,38 | 451.56 | 452,8 | 454,26
Hembra | glytation-S-transferasa | 161 165 167 142 143 144
Macho 159 163 166 141 142 142
Hembra | catalasa 38 39 40 36 37 37
Macho 37 38 39 35 35 34

En la tabla 2 se observa que los niveles de metales pesados bioacumulados por sexo y
6rganos dianas fueron mayores para las hembras. De igual manera, el contenido de
metales por estaciones fue de forma descendente: (alta>media=>baja), para una
diferencia significativa en relacién con el valor de referencia ambiental.

Tabla 2. Metales pesados bioacumulados por sexo y érganos dianas (ppm)

Macho Hembra
Metales  NC Organos  Alta Media Baja VRA* Alta Media Baja VRA*

higado 33,21 40,13 42,29 24,2 38,28 41,33 44,57 24,8

Cu 10,0

+ 0,017 cerebro ND ND ND ND ND ND ND ND

7n higado 73,15 76,34 79,19 53,21 72,77 75,24 79,46 53,30

50,0

+ 0,045 cerebro ND ND ND ND ND ND ND ND
higado ND ND ND ND ND ND ND ND

Pb 1,0

+ 0,004 cerebro ND ND ND ND ND ND ND ND
higado ND ND ND ND ND ND ND ND

cd 0,05

+ 0,012 cerebro ND ND ND ND ND ND ND ND

Leyenda: valor de incertidumbre: (%)

Norma cubana (NC)

Valor de referencia ambiental (VRA): especie Filé
No detectado: (ND)

* Diferencias significativas (p<0,05)
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DISCUSION

La seleccidon y monitoreo con organismos naturales es fundamental para expresar en
términos cualitativos y cuantitativos los cambios biolégicos que ocurren en el tiempo,
ocasionado por las variaciones ambientales. Segun la posicion evolutiva que ocupan
las especies y los dafios biolégicos que se hallan tanto por homologia como por
analogia en 6rganos dianas, pueden predecir los niveles de riesgo que pudieran
aparecer igualmente en humanos, maxime cuando este hace uso de los ecosistemas.

En esta investigacion, se determinaron por primera vez en su medio natural, de forma
comparativa y en la misma especie, niveles enzimaticos de acetilcolinesterasa,
glutation-S-transferasa y catalasa. En el caso de la primera, determinada en el
cerebro, se observd que los niveles mayores correspondieron a la especie que habita
en el ecosistema San Juan.

Al respecto, en un estudio realizado en el langostino Macrobrachium rosenbergii (de
Man), se encontrdé que esta enzima puede ser alterada ante la exposicién a metales,
principalmente si algunos de ellos, como el Pb, tienen acciones en érganos dianas.*?

Otros autores refieren que la actividad de AChE en humanos se ha incrementado en
meningiomas, astrocitomas y tumores de glioblastoma y su patrén de isoformas es
diferente al de tejido sano. Igualmente, observaron alteraciones en la expresion de la
AChE en diferentes tumores, amplificaciéon de genes de AChE en leucemias, tumores de
ovario y en la agresividad de astrocitomas, lo cual evidencia su participacién en la
tumorigénesis, de manera que estos estudios sugieren que la AChE esta involucrada en
la regulacién del ciclo celular.*®

La mayoria de los estudios han enfocado su actividad en la hidrélisis de la AChE,
aunque se ha expresado que esta enzima no esta restringida solo al sistema nervioso y
parece tener diferentes funciones, debido a que esta presente tanto en bacterias como
plantas y en las que se piensa puede funcionar como un factor tréfico. Las proteinas,
con dominio de colinesterasas, parecen ser el resultado de duplicaciones de un gen
ancestral de AChE, dado que la comparacion de la secuencia del dominio catalitico y
del no catalitico sugiere que en estos genes la actividad enzimatica pudo perderse en
varias etapas independientes durante la evoluciéon.**

Por su parte, las enzimas determinadas en el higado presentaron diferencias en sus
niveles entre los 2 ecosistemas. Se observé que los valores en el Filé fueron muy
similares entre las estaciones y sexos, no asi en la especie del San Juan, lo cual
evidencia que cuando el medio es variable ambientalmente, las actividades de estas
enzimas responden proporcionalmente, lo cual coincide con otros informes.*®

Asimismo, se ha encontrado que en el pez Colossoma macropomum, proteinas como
tioredoxinas, metalotianinas, péptidos, asi como péptido glutatiéon rico en grupos tioles,
aumentan su expresion en presencia de metales.® Algunos autores también han
expresado que la presencia de metales pesados incrementan la enzima catalasa,
incluso hasta en las plantas.*’
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En cuanto a las concentraciones de los metales, la especie del San Juan presento los
valores mas elevados, lo cual coincide con los resultados obtenidos previamente en la
propia especie y en el mismo ecosistema.’®

En los ambientes acuéticos, las excesivas concentraciones de metales afectan a los
organismos de diferentes maneras. Pueden disminuir su metabolismo y crecimiento y
hasta ocasionar la muerte celular, ya que esta ultima puede ocurrir por asfixia, debido
a la coagulacién de las mucosidades sobre las branquias.*®

A pesar de que las concentraciones de Pb y Cd estuvieron por debajo del limite de
deteccion del método analitico, fue significativo que elementos esenciales como el Cu y
Zn se encontraran en concentraciones muy elevadas, donde al ser comparados con el
valor referenciado resultaron muy superiores, lo cual indica que la probabilidad de
toxicidad estéa presente, dado el factor de bioacumulacién.

Se ha observado que en los sistemas acuaticos la toxicidad del Cu aumenta cuando
disminuye la dureza del agua y el oxigeno disuelto. Asimismo, decrece la toxicidad en
presencia de agentes quelatantes, acidos himicos y sélidos en suspension, esenciales
para atrapar metales.'® De la misma manera, otros efectos negativos en peces por

el exceso de Cu, estan dados por estrés oxidativo y nocividad sobre las branquias,

asi como en el transporte de iones Na+ debido a la inhibicién de la enzima
Na-+/K+-ATPasa.?°

Para el caso del Zn, se plantea que en los organismos acuaticos, es mayor para valores
bajos de pH, contenido de oxigeno disuelto y temperaturas elevadas. En estas
condiciones se producen dafios en las células epiteliales de las branquias que pueden
ocasionar la muerte. A nivel bioquimico, la intoxicacion por Zn disminuye
significativamente el contenido de glucégeno, proteina y lipidos en los tejidos, unido a
la disminucion del valor calorifico, afecta el valor nutritivo de los peces y es el higado
el tejido mas afectado. Todo lo anterior aumenta la tasa metabdlica de los peces.

Finalmente, las enzimas variaron desde una estacion ambientalmente diferente a otra
y los metales Cu y Zn, a pesar de ser esenciales, representan un riesgo ecotoxicolégico
en la especie del San Juan, debido a sus elevadas capacidades bioacumulativas.
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